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RESUMEN: En este trabajo se describe el efecto inhibitorio del 
ATP--y-S (análogo sulfurado del ATP) sobre la descarboxilasa 
pirofosfomevalónica de hígado de pollo . la inhibición es com· 
petitiva con respecto al ATP y acompetitiva con respecto al 
mevalonato-5-pirofosfato, lo que sugiere un mecanismo orde-
nado para la adición de los sustratos a la enzima. 
Se presenta también evidencia que indica que ATP·-y·S es 
sustrato de la enzima, con una velocidad de utilización cercana 
al 2% de la velocidad de utilización del ATP. Se discuten las 
proyecciones de este hallazgo. 
SUMMARY: The inhibitory effect of ATP·-y·S ( sulphur analog of 
ATP) on chicken liver pyrophosphomevalonate decarboxylase 
is described . The inhibition is shown to be competitive with 
respect to ATP and uncompetitive with respect to mevalonate-5-
pyrophosphate, suggesting an ordered mechanismfor the addi· 
tion of the substrates to the enzyme. 
Evidence is presented showing that ATP--y-S is a substra-
te for the enzyme, with a utilization rate of 2% of that of ATP. 
The imp/ications of this finding are discussed. 
Manuscrito revisado y aprobado en forma definitiva en septiembre de 1983 . 
Departamento de Química, Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago . 
Basado en un trabajo presentado a la VII Reunión Anual de la Sociedad de Bioquímica de Chite, Cartagena 
1983. 
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INTRODUCCIÓN 
La descarboxilasa pirofosfomevalónica (EC 4.1.1.33) cataliza la descarboxilación de mevalo-
nato-5-pirofosfato (MV A-PP) en presencia de ATP y un metal bivalente, para generar 
isopentenil pirofosfato, ADP, C02 y P;, según se puede ver en la Figura l. En nuestro 
laboratorio hemos obtenido una preparación estable y altamente purificada de la enzima de 
hígado de pollo, en la que hemos demostrado mediante técnicas cinéticas de estado estaciona-
rio que los sustratos se unen a la enzima en forma secuencial 1 • Para determinar el orden en el 
cual éstos se adicionan a la enzima pueden usarse estudios de inhibición por productos2 o 
emplearse inhibidores competitivos para los sustratos3 . En este trabajo se presenta el estudio 
del efecto inhibitorio de un análogo de sustrato (ATP--y-S) en la velocidad de la reacción . 
Además, se presentan evidencias que indican que ATP--y-S se comporta también como 
sustrato de la enzima, hecho que permitirá a futuro determinar la estereoquímica de elimina-
ción de P; y, a través de ella, obtener mayor apoyo para el mecanismo cinético de la enzima. 
PARTE EXPERIMENTAL 
Materiales utilizados 
La enzima se obtuvo de hígado de pollo 1. El MVA-PP se biosintetizó a partir de MVA4 · 5• El 
ATP--y-S se obtuvo de Boehringer, Alemania, y se purificó por cromatografía de intercambio 
iónico en DEAE-Sephadex , según lo descrito por Goody & Eckstein6 . El producto obtenido 
tenía alrededor de un 3% de ADP. Todos los demás reactivos eran de grado analítico, y su 
origen ya ha sido descrito antes 1 • 
ATP--y-S como inhibidor 
El efecto del A TP--y-S en la velocidad inicial de la reacción se estudió empleando el ensayo 
espectrofotométrico usual de la enzima 1, excepto que las concentraciones de MV A-PP y ATP 
fueron las indicadas en las figuras, y la concentración de Mg2 + se mantuvo I mM sobre la del 
ATP. Todas las determinaciones se hicieron a 30°C en un espectrofotómetro Perkin Elmer 
Lambda 3. 
ATP--y-S como sustrato 
El medio de reacción contenía amortiguador Tris-HCI 87mM, pH 7,0; MnS04, 3,9 mM; 
MVA-PP, 4,9mM; ATP--y-S, 3,7mM; glicerol, 18% v/v; descarboxilasa pirofosfomevalóni-
ca, 73 mu, todo en un volumen final de O, 127 mi a 30ºC. A tiempos adecuados se extraían 
alícuotas de 0,010 mi en las que se determinaba el ADP producido empleando las reacciones 
acopladas de la quinasa pirúvica y la deshidrogenasa láctica, como se describió antes5 • 
FIGURA 1 
Reacción catalizada por la descarboxilasa pirofosfomevalónica. 
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RESULTADOS 
Inhibición del A TP--y-S con respecto al A TP 
En la Figura 2 se muestra el efecto inhibitorio del A TP--y-S con respecto al A TP, a una 
concentración fija de MVA-PP. Se observa que los datos, presentados según la graficación de 
Hanes2 , dan origen a una familia de rectas paralelas, lo que indica que la inhibición es de tipo 
competitiva. El gráfico secundario de las intersecciones en función de la concentración de 
ATP--y-S da origen a una línea recta, de la que se puede concluir que el inhibidor se une 
reversiblemente a una o más formas de enzima8 . 
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Inhibición del ATP-'Y-S con respecto al ATP. El medio de reacción (1 mi de volumen final , 30ºC) 
contenía enzima (9,2 mU, a.e. 6,7 U/mg de proteína), tampón Tris-HCI 100 mM pH 7,0; KCI 100 
mM; MgCh lmM sobre la concentración de A TP; ATP y A TP-'Y-S en las concentraciones indicadas; 
MV A-PP O, 155 mM; el resto de los componentes era como se describió antes. La reacción se iniciaba 
agregando MVA-PP. 
Inhibición del A TP--y-S con respecto al MV A-PP 
En la Figura 3 se muestra el efecto inhibitorio del ATP--y-S con respecto al MV A-PP. En este 
caso los datos dan origen a una familia de rectas que se cortan en un punto común en las 
ordenadas, lo que indica inhibición de tipo acompetitiva. El gráfico secundario de las 
pendientes en función de la concentración de ATP--y-S origina también una línea recta. 
A TP--y-S como sustrato de la enzima 
En la Figura 4 se observa la aparición de ADP en función del tiempo al incubar la descarboxila-
sa pirofosfomevalónica con ATP--y-S según lo descrito en Métodos. Al cabo de 28,5 horas se 
han producido 0,34 µmoles de ADP, lo que representa una utilización del 79% del ATP--y-S 
presente inicialmente . Experimentos control sin MV A-PP o sin enzima indican que en esas 
condiciones las hidrólisis espontáneas de ATP--y-S a ADP es de 0 ,040 µmoles (8,3%). Al 
reemplazar el ATP--y-S por ATP, la reacción ocurre a una velocidad mucho mayor (66%, 79% 
y 100% de producción de ADP a partir del A TP presente inicialmente luego de O ,5, 1 y 5 horas , 
respectivamente). 
39 
~ 
a.. 
a.. 
1 
~ 
:E 
'--' 
0,10 
0,08 
0,06 
0,04 
o 0,02 
MVA-PP (mM) 
FIGURA 3 
ATPi S (mM) 
/-0,447 
,,...-0,296 
' 
' 
' 
' 
' 
' 
' 0, 179 
o 0,6 
0,04 
Inhibición del ATP--y-S con respecto al MVA-PP. Las condiciones fueron las de la Figura 2, excepto 
que las concentraciones de ATP y MgCl2 se mantuvieron fijas en 1 y 2 mM, respectivamente. 
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FIGURA 4 
ATP--y-S como sustrato de la descarboxilasa pirofosfome-
valónica. El medio de reacción y la forma de determinar 
ADP eran como se describe en Métodos. Se representa el 
% de formación de ADP a partir del A TP--y-S inicial para 
un experimento conteniendo todos los componentes (e) y 
para un control sin MV A-PP (0 ). 
DISCUSIÓN 
Efecto inhibitorio del A TP-)'-S 
Los efectos inhibitorios del A TP-)'-S deben considerarse en conjunto con los datos anteriores 
de nuestro laboratorio que indican un mecanismo secuencial para la unión de los sustratos a la 
enzima 1 • De acuerdo a ese mecanismo, el A TP y el MV A-PP deben formar un complejo 
temario con la enzima antes de la liberación del primer producto, y el orden en el cual los 
sustratos se unen a la enzima podría ser ordenado o al azar2. Los resultados presentados en este 
trabajo indican que ATP-)'-S es un inhibidor competitivo con respecto al A TP y acompetitivo 
con respecto al MV A-PP. Al comparar estos datos con el tipo de inhibición predicha por 
Fromm3 para inhibidores de fondo de saco para mecanismos birreactantes, queda claro que los 
datos se ajustan mejor a un mecanismo ordenado que a uno al azar. De acuerdo al patrón de 
inhibición , ATP debería ser el segundo sustrato en unirse a la enzima . Este punto podrá 
establecerse con certeza cuando se disponga de un inhibidor de fondo de saco para el MV A-PP, 
en cuya búsqueda se trabaja actualmente. 
A TP-)'-S como sustrato 
Los experimentos presentados indican que A TP-)'-S es sustrato de la enzima, si bien su 
velocidad de utilización es alrededor del 2% de la del ATP. Este hecho es de gran importancia 
ya que permitirá determinar la estereoquímica de la reacción utilizando !)'- 170, )'-1801 
ATP-)'-S quiral y determinando la quiralidad del 1160, 170, 180 ] tiofosfato liberado al medio . 
Para un mecanismo de transferencia directa del P"I del A TP al O terciario del MV A-PP se 
espera inversión de la configuración en el P (mecanismo cinético secuencial), en tanto que para 
un mecanismo en que el P"I se transfiera a la enzima y de ésta al O terciario del MV A-PP se 
espera retención de la configuración 7 . 
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